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論文内容要旨
 【目的】
 消化器外科領域において,腹腔内感染に続発する肝障害は重大な臨床的課題である。この肝障
 害の発症機序の解明を目的として,ラットを用いた2種の敗血症モデルを作成した。まず肝類洞
 の変化を形態計量的に解析し,さらにこの変化を一酸化窒素(NO)の関与に関連づけるため,
 NO合成酵素(NOS)の局在を免疫組織化学・免疫電顕を用いて解析した。
 匿実験の設定と結果】
 2種類の敗血症実験モデルを作成した。いずれもS-D系雄性ラット(体重250一一350g)を用
 い,それぞれ適当な対照を置いた。
 1.腹膜炎モデル
 a)実験の設定と生化学的検索
 盲腸結紮後,穿刺を行って細菌性腹膜炎を誘発した。腹膜炎発症前。発症後6時間。12時間・
 24時間で各4尾づっ屠殺し,肝組織を採取した。発症後6時間ではGPT40.9±5.8K.U.,エンド
 トキシン'1L6±3.8pg/mlとほぼ正常であったが,12時間ではそれぞれ90.2±18.8K.U.,32.3±
 9.7pg/m1と有意な増加を認め,以後上昇を続けた。この結果から,エンドトキシン血症を伴う
 敗血症モデルとして有効と考えられた。
 b)類洞の形態計量
 肝から1mm角のブロックを1尾あたり10個切出し,glu七araldehyde,OsO4で固定,エポ
 ン包埋後厚さ0.5μmの準超薄切片を作りtoluidinblue染色を行った。これから門脈域,中心
 静脈域を無作為に5ケ所づっ選び,高拡大でpoi航counting法により類洞腔容積比(Vvs)を
 推定した。発症後6時間でVvsは中心静脈域では0.0690±0.0147から0.089±0.004と増加した。
 門脈域ではこの時点でほぼ不変であったが,6時間から12時間にかけては0、058±0.009から
 0,093±0.008と急激に増加した。この結果から,敗血症時に類洞が有意に拡張することが示され
 た。
 c)NOSの発現
 屠殺時に肝。肺・大動脈壁から組織を採取し,NOSの発現を検索した。腹膜炎モデルでは
 iNOSの発現は発症後6時間まではどの臓器においても認められなかったが,発症後12時間で
 は肺胞マクロファージ,単球系細胞および肝Kupffer細胞に陽性像がみられた。しかし発症後
 24時間にいたるも,下記のエンドトキシン血症モデルほどに強い陽性反応は得られなかった。
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 eNOSの発現は全経過を通じてどの臓器にも見出されなかった。
 2.エンドトキシン'血症モデル
 敗血症モデルとして,腹膜炎による実験を補完する目的で作出した。エンドトキシン10mg/
 kgを腹腔内に投与後,腹膜炎モデルと同様に3,6,12時間で各5-6尾づっ屠殺し,免疫組
 織化学および免疫電顕による検索に供した。投与後6時間からiNOSは単球・マクロファージ・
 肺胞マクロファージ,肝Kupffer細胞,大動脈内皮に発現しており,特に肝では炎症性細胞が
 集族し肉芽を形成している部位で陽性細胞が多かった。肝細胞,好中球には陽性反応はみられな
 かった。肝の免疫電顕による検索では,抗iNOS抗体との反応産物はKupffer細胞あるいは単球
 と思われる細胞の胞体中にびまん性に強く発現していた。eNOSは対照では気道上皮,胆管上皮
 に認められたが,類洞内皮,大動脈内皮では観察されなかった。しかしエンドトキシン投与後に
 は大動脈内皮,類洞内皮に陽性像を認めるようになった。抗eNOS抗体による免疫電顕では,類
 洞内皮に反応があり,反応産物は主に細胞膜に認められた。
 ζ結論・考察】
 敗血症時の肝障害の成立にKupffer細胞や類洞内皮が関わることが注目され,種々のサイト
 カインやフリーラジカルの関与が明らかにされてきた。しかし,一酸化窒素と肝障害の関連につ
 いてはいまだに不明な点が多い。本研究では2種の実験モデルを用いて,敗血症時に類洞腔容積
 の拡大が発生すること,同時に一部の類洞壁構成細胞にNOSが発現することを証明した。特に,
 類洞内皮におけるeNOSの発現が免疫電顕により証明されたことから,類洞腔の容積変化にNO
 が作用している可能性が示唆され,Kupffer細胞からのNO産生とともに,敗血症時における肝
 障害には類洞壁構成細胞由来のNOが関与することが示された。
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 審査結果の要旨
 敗血症時にみられる肝障害の発症機序について明らかにされっっあるが,一酸化窒素(NO)
 と肝障害との関連については未だ不明な点が残されている。本研究では,腹膜炎を発症させた敗
 血症モデルラットの類洞腔の変化を形態計量的に解析し,その変化に対する誘導型NO合成酵
 素(iNOS),内皮型NO合成酵素(eNOS)の発現と局在について免疫組織化学的に検討した。
 腹膜炎モデルでは,GPT,エンドトキシンとも発症12時間後から有意な上昇を認め,エンド
 トキシン血症を伴った肝障害を発症していることが確認された。このラットから採肝し準超薄切
 片を作成,門脈域・中心静脈域それぞれ1尾あたり5視野ずつ無作為に選出して,それぞれの類
 洞腔容積比を経時的にpointcounting法により算出したところ,中心静脈域では発症後6時間
 で,門脈域では発症後12時間で類洞腔容積比の急激な増加が認められた。この結果から,腹膜
 炎モデルの類洞腔が拡張することが明らかになった。さらにこのモデルの肝,肺,大動脈壁につ
 いて抗iNOS抗体,抗eNOS抗体による免疫染色を行ったが,eNOSの発現はみられなかったも
 のの,iNOSは肺胞マクロファージ,Kupffer細胞などに発現を認めた。もう一つのモデルとし
 てエンドトキシンを腹腔内投与したエンドトキシン血症モデルラットを作成し,同様の手法で
 NOSの発現を検討した。エンドトキシン投与後6時間から単球,マクロファージ,Kupffer細
 胞,大動脈内皮細胞にiNosの発現を認め,肝では肉芽を形成した部位にiNOS陽性細胞が多く
 みられた。eNOSは正常の気道上皮細胞,胆管上皮細胞に発現しており,エンドトキシン投与後
 は大動脈内皮細胞,類洞内皮細胞に発現していた。さらにこのモデルの肝におけるNOSの発現
 を免疫電顕で検討すると,iNOSはKupffer細胞あるいは単球系細胞の胞体中にびまん性に発現
 しており,eNOSは類洞内皮細胞の主に細胞膜に発現していることが示された。
 これらの結果から,腹膜炎による敗血症時には類洞腔の拡張が起きることが明らかになり,そ
 の変化に伴ってGPT,エンドトキシンの上昇していることから,類洞腔の容積変化が肝障害と
 関連することが示唆された。また,この類洞においてNOSの発現を認めたことは,NOが肝微
 小循環の場である類洞においても関与していることを示している。特に類洞内皮細胞における
 eNOSの発現とその細胞内局在の免疫組織化学的検討は未だ報告されておらず,iNOSだけでな
 くeNOS由来のNOも肝での循環系に関与することが推察された。
 以上,動物実験モデルにおいて敗血症時の肝類洞の形態学的変化とNOの関連を調べたこの
 研究成果は,学位論文に値するものである。
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